

15. Tecnologie del DNA ricombinante (parte 1) 

• Sequenziamento chimico 

• Sequenziamento enzimatico 

• Sequenziamento con fluorocromi 

• Analisi di sequenze 

• Sequenziamento genomi: shotgun e contig 

• Polymerase Chain Reaction (PCR) 

• Cloni genomici e di cDNA mediante PCR 

• Mutagenesi mediante PCR 

• Altre applicazioni della PCR 
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Ili/ Tecnologie del DNA ncombin ante (Sj 

Recombinant DNA technology comprises a mixture of techniques, some new and 
some borrowed from other fields. 

1. Cleavage of DNA at specific sites by restriction nucleases, which greatly facilitates 
the tsolation and manipulation of individuai genes. 

2. Rapid sequencing of ali the nucleotides in a puhfìed DNA fragment, which makes it 
possible to determine the boundaries of a gene and the amino acid sequence it 
encodes. 

3. Nuclcìc acid hybridization. which makes it possible to find a specific sequence of 
DNA or RNA with great accuracy and sensiti vity on the basis of rts ability to bind a 
complementary nucleic acid sequence. 

4. DNA cloning whereby a single DNA molecule can be copied to generate many 
bìllions of identical motecules, 

5. DNA engineering, by which DNA sequences are altered to make modìfied versions 
of genes, which are reinserted back into cells or orgamsms 

In these lessons we explain how recombinant DNA technology has generated the 
new experimental approaches that have revolutionized celi biology. 
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Tecnologie importanti per studio DNA, geni, proteine, loro funzione 



Comprensione fondamentale per conoscere come vengono eseguiti questi 
studi (ad esempio, per comprendere basi molecolari di alcune patologie), 
ma anche per sviluppo sistemi diagnostici, per produrre con le 
biotecnologie molecole biologiche di interesse terapeutico, per produrre 
vaccini, ecc. Ecc. 



WIIIITecnologie del DNA ricombin ante 



1869 - Miescrier isolateci DNA for the first tome. 

1944 - Avery provided evKJence that DNA. rather than protein. carnes the genette Information during 
bacterial tran sforma tion. 

1953 ■ Watson and Crick proposed the double-helix model for DNA strutture based on x-ray resulta of 
Franklin and Wilkins. 

1957 - Kornberg discovered DNA polymerase, the enzyme now used to produce labeled DNA probes. 

1961 - Marmuf and Doty discovered DNA renaturatoon. estabtishing the spedfioty and feasibility of 

nucleic acid hybridization reactions. 

1962 - Arber provided the first evtdence for the exlstence of DNA restriction nudeases. leading to their 

later purif»cat>on and use in DNA sequence cnaractenzation. 

1966 - Nirenberg, Ochoa, and Khorana elucidated the genetic code. 

1967 - Gellert discovered DNA ligase. the enzyme used to join DNA fragments together 
1972-1973 - DNA cloning techniques were developed by the laboratones of Boyer. Cohen, Berg, and 

theìr colleagues at Stanford University and the University of California at San Francisco. 
1975 - Southern developed gel-transfer hybridization for the detection of specific DNA sequences. 
1975-1977 - Sanger and Barrell and Maxam and Gilbert developed rapid DNA-sequencing methods. 
1981-1982 ■ Palmite/ and Brinster produced transgenic mtee: Spradling and Robin produced 

transgenic fruit flies. 
1985 • Mullis and co-workers invented the polymerase chain reaction (PCR) 
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Tecnologie importanti per studio DNA, geni, proteine, loro funzione 



Comprensione fondamentale per conoscere come vengono eseguiti questi 
studi (ad esempio, per comprendere basi molecolari di alcune patologie), 
ma anche per sviluppo sistemi diagnostici, per produrre con le 
biotecnologie molecole biologiche di interesse terapeutico, per produrre 
vaccini, ecc. Ecc. 
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Sequenziamento . 

Primo metodo, detto chimico o di Maxam-Gilbert (dal nome dei 
ricercatori che lo hanno messo a punto) 

DNA marcato alle estremità' 
Prima fosfatasi alcalina rimuove 5'P 

Poi polinucleotide chinasi che aggiunge gamma-P32-ATP in 5' 

Separazione delle due eliche, oppure enzima di restrizione che 
taglia via marcatura ad una estremità' 

DNA trattato con agenti chimici che tagliano la catena 
casualmente in corrispondenza di G, C, oppure purine o 
pirimidine 

Frammenti di lunghezza variabile, separati per elettroforesi su 
gel poliacrilammide, molto sensibile (differenze anche di una 
sola base fra i diversi frammenti prodotti) 

Si legge sequenza: frammenti più' piccoli in basso corrispondono 
a 5', più 7 grossi in alto, corrispondono a 3' (perche 7 e' stata 
marcata l'estremità' 5') 




Nuovo metodo, molto più' pratico, basato su nucleotidi di-deossi 

Se incorporato da DNA polimerasi in DNA durante replicazione, 
blocca sintesi 




Principio: mistura dNTP, di cui uno di-deossi, in percentual 
molto più 7 bassa (generalmente 1:100) 

Quindi casualmente, 1 volta su 100 viene inserito ddNTP che 
blocca la sintesi della catena di DNA 




Esempio: vogliamo sequenziare le G, ossia trovare le posizioni 
sul DNA dove ci sono delle G. 

Elica complementare, dobbiamo bloccare sintesi in 
corrispondenza delle C 

Innesco-primer marcato in 5' con P32 o S35 

Sintesi procede, si ferma quando ddGTP viene inserito 

Blocco su molecole diverse, statisticamente in posizioni diverse 

Frammenti differiscono per peso molecolare, possono essere 
separati mediante elettroforesi 

Più 7 piccoli in basso, corrispondono a 5' 

Più 7 grandi in alto, corrispondono a 3' 
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DNA po*vm«r«M 
♦ dNTPsdOOuMl 
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S' F TAGCTGACTC3' 

3* ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA 



DNA MvT~r«M 

. dATP! dGTF dCTT» rfTTI» 



S' F TAGCTGACTCAG3 

9 ATCOACTOAGT C AAGAAC T ATT GGGC T T AA 

«•«HTAGCTGACTCAGTTCTCG3- 

r ATCGAC TGAGTCAAGAACT AT TQGGC T T AA 

y "RTAGCTGACTCAGTTCTCGATAACCCG3 

9 ATCGAC TGAGTCAAGAAC T ATT GGGC T 1 



Si preparano quind i4 tubi, in ciascuno dei quali si utilizza un 
ddNTP diverso, quindi: 

Per A, ddATP 

Per C, ddCTP 

Per G, ddGTP 

Per T, ddTTP 



In ciascun tubo, frammenti di dimensioni diverse 
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Si preparano quind i4 tubi, in ciascuno dei quali si utilizza un 
ddNTP diverso, quindi: 

Per A, ddATP 

Per C, ddCTP 

Per G, ddGTP 

Per T, ddTTP 



In ciascun tubo, frammenti di dimensioni diverse 
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Si preparano 4 tubi, in ciascuno dei quali si utilizza un ddNTP 
diverso, quindi: 

Per A, ddATP 

Per C, ddCTP 

Per G, ddGTP 

Per T, ddTTP 



In ciascun tubo, frammenti di dimensioni diverse 




Filmato che mostra principio del sequenziamento enzimatico o 
secondo Sanger 

Utilizzando isotopi radioattivi, sequenza viene rivelata mediante 
autoradiografia. 




Dagli inizi degli anni 90, il P32 radioattivo e' stato sostituito da 
dei fluorocromi, sostanze fluorescenti di di colore verde, rosso, 
blu o giallo. 

Si marca la sonda con colori diversi per ciascuna 

L'elettroforesi è una tecnica analitica e separativa basata sul 
movimento di particelle elettricamente cariche immerse in un 
fluido per effetto di un campo elettrico applicato mediante una 
coppia di elettrodi al fluido stesso. Le particelle si spostano verso 
il catodo se hanno carica positiva e verso l' anodo se hanno carica 
negativa base da sequenziare, e si legge la sequenza utilizzando 
lo stesso principio 



Uso di fluorocromi 




111 

1 



ACCI 



«jUL 




v 1 
J 



; 



M JUCKCAf AACÌCAAACTACUACMCtCT TCCCCAf OCAAdCCTACTf 1 1CCA6IAC1 
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Dagli inizi degli anni 90, il P32 radioattivo e' stato sostituito da 
dei fluorocromi, sostanze fluorescenti di di colore verde, rosso, 
blu o giallo. 

Si marca la sonda con colori diversi per ciascuna base da 
sequenziare, e si legge la sequenza utilizzando lo stesso principio 




Dagli inizi degli anni 90, il P32 radioattivo e' stato sostituito da 
dei fluorocromi, sostanze fluorescenti di di colore verde, rosso, 
blu o giallo. 

Si marca la sonda con colori diversi per ciascuna base da 
sequenziare, e si legge la sequenza utilizzando lo stesso principio 




Ulteriore sviluppo, messo a punto negli ultimi anni. 

Invece di marcare il primer, si marca il dideossi. 

Quindi i 4 dideossi vengono marcati ciascuno con un 
fluorocromo diverso. 

Vantaggio: poter condurre le reazioni in un unico tubo, con i 4 
dNTP ed i 4 ddNTP, distinguibili perche' hanno un colore 
diverso 

Elettroforesi richiede una sola lane (e non 4 come nei metodi 
precedenti), laser "legge" il colore, e riporta la sequenza 




Ultimi sistemi altamente informatizzati, quindi computer legge 
colori e disegna un cromatogramma. 

Software legge la sequenza, e l'apparecchio la riporta. 




Ultimi sistemi altamente informatizzati, quindi computer legge 
colori e disegna un cromatogramma. 

Software legge la sequenza, e l'apparecchio la riporta. 




Non vi sono ddNTP 

Si aggiungono i diversi nucleotidi uno per volta 

Se non viene incorporato, viene degradato 

Se incorporato, si libera PP. Questo determina attivazione 
chemioluminescenza, che viene registrata in corrispondenza 
dell'aggiunta di un determinato nucleotide 



Pirosequenziamento 
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Non vi sono ddNTP 

Si aggiungono i diversi nucleotidi uno per volta 

Se non viene incorporato, viene degradato 

Se incorporato, si libera PP. Questo determina attivazione 
chemioluminescenza, che viene registrata in corrispondenza 
dell'aggiunta di un determinato nucleotide 




A: sequenziamento classico, secondo Sanger 

B: next generation (cyclic array method): 

Formazione di diversi frammenti di DNA mediante PCR 

Aggiunta di adattatori 

Ciascun gruppo di frammenti viene immobilizzato in un punto 
diverso dell' array 

Ciascun frammento viene sequenziato indipendentemente dagli 
altri, in parallelo 

Si ottengono in parallelo sequenze multiple 

Piccoli volumi di reazione, costi estremamente ridotti 

Figure 1 Work flow of conventional versus second-generation 
sequencing. (a) With high-throughput shotgun Sanger 
sequencing, genomic DNA is fragmented, then cloned to a 
plasmid vector and used to transform E. coli. For each 
sequencing reaction, a single bacterial colony is picked and 
plasmid DNA isolated. Each cycle sequencing reaction takes 
place within a microliter-scale volume, generating a ladder of 
ddNTP-terminated, dye-labeled products, which are subjected to 
high-resolution electrophoretic separation within one of 96 or 384 




A: sequenziamento classico, secondo Sanger 

B: next generation (cyclic array method): 

Formazione di diversi frammenti di DNA mediante PCR 

Aggiunta di adattatori 

Ciascun gruppo di frammenti viene immobilizzato in un punto 
diverso dell' array 

Ciascun frammento viene sequenziato indipendentemente dagli 
altri, in parallelo 

Si ottengono in parallelo sequenze multiple 

Piccoli volumi di reazione, costi estremamente ridotti 

Figure 1 Work flow of conventional versus second-generation 
sequencing. (a) With high-throughput shotgun Sanger 
sequencing, genomic DNA is fragmented, then cloned to a 
plasmid vector and used to transform E. coli. For each 
sequencing reaction, a single bacterial colony is picked and 
plasmid DNA isolated. Each cycle sequencing reaction takes 
place within a microliter-scale volume, generating a ladder of 
ddNTP-terminated, dye-labeled products, which are subjected to 
high-resolution electrophoretic separation within one of 96 or 384 




Come sequenziare interi genomi 

Separazione dei diversi cromosomi 

Library di un dato cromosoma (X, nell'esempio) 




Frammentazione con enzimi di restrizione, o frammentazione 
casuale 



interi genomi 




Sequencing machine 



Scqucnce of 



Clone each DNA pieces into 
vectof 



Extract DNA from ctones ( 
denatjre 



DNA pieces 

Assembling DNA 
on overlapp sequences 

Sequcnce of DNA samplcs 
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equenziamento di interi genomi 



Assembling DNA pieces 



- ATGCCGA- 

♦ GAACTTG-- 

♦ ATGCCGA- 

• CCGATTC- 

• GGTCAAT- 



--GGTCAAT 
— ATGCCGA 
— CCGATTC 
- ATGGCAT 
-GAACTTG 



ATGCCGA— GGTCAAT 1 

GGTCAAT —GAACTTG 5 

GAACTTG— ATGCCGA 2 

ATGCC GA— CCGATTC 3 

CCGATTC— ATGGCAT 4 

ATGCCGA— GGTCAAT-— GAACTTG -ATGCCGA —CCGATTC -ATGGCAT 



AsMfìibted DNA 




Frammenti randi clonati in YAC 
Frammenti piccoli clonati in cosmidi 




Vettore in funzione della grandezza dei frammenti 




Da cosmide a plasmide, max 4000-5000 bp 




Sequenziamento dei diversi frammenti, ricostruzione sequenza 
originaria per allineamento frammenti sovrapposti 




Da brevi sequenze di DNA si ottengono per allineamento, dei 
contig 

Sovrapposizione contig, permette allineamento sequenze più 
lunghe 




Shotgun: rottura casuale di frammenti 

Contig: cloni con sequenze sovrapposte, derivati da 
frammentazioni con enzimi di restrizione diversi 




Shotgun: rottura casuale di frammenti 

Contig: cloni con sequenze sovrapposte, derivati da 
frammentazioni con enzimi di restrizione diversi 




Dai plasmidi si ottiene sequenziamento di un intero BAC 
Da assemblaggio BAC, si risale a YAC e poi a cromosoma 




Controllo allineamento, grazie all'uso di marcatori, ossia punti 
noti sul DNA (ad esempio, regioni la cui sequenza era già nota) 



otgun totale e Shotgun gerarchico 



Shotgun totale 
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Genoma 



Sequenze 
casuali 



Assembaggio 

Ancoraggio 

Assemblaggio 
del genoma 




Shotgun totale (tanti piccoli frammenti) 

Shotgun gerarchico: prima formazione di frammenti più grandi, 
magari con enzimi di restrizione, poi shotgun e formazione 
segmenti più piccoli 




Necessario software molto potente 

Se vi è DNA ripetitivo, rischio di "saltare" delle regioni 

Vengono implementati meccanismi di controllo 



appa di restrizione 



mappa di restrizione 
di un tratto 
di genoma umano 



disposizione dei siti 
di restrizione 
nei singoli frammenti 
clonati in BAC 



siti di restrizione per gli enzimi A, B. C ed E 
AA D B BA B C EC 

JJ 11 



A A 



D B 



I I 



I I 



B 



A 



J L 



J I 



J L 



J U 
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Mappatura possibile anche con siti di restrizione (mappa di 
restrizione) 




Oppure con mappe genetiche o fisiche (si conosce posizione 
successiva di diversi geni, SNP, ecc.) 




Reagenti per PCR: 

DNA target 
Primer o inneschi 
dNTP 

DMA polimerasi Taq 
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WllllPrimer per PCR 

Genoma umano (aploide): 3.2 x 10* bp = 3.200.000.000 bp 





Polymerase Chain 
Reaction 






Posso utilizzare PCR per ottenere cloni da genomi o da cDNA 




Inserendo sequenze aggiuntive a primer, posso avere siti di 
restrizione alle estremità senza ricorrere a linker, e facilitare 
clonaggio 

Inserendo base diversa nel primer, origino prodotti di PCR con 
mutazione puntiforme 



Tecnica utile per inserire mutazioni. . . per esempio proteina di 
fusione, per eliminare codone di stop, ecc. 




Clonaggio con topoisomerasi 
Polimerasi Taq aggiunge delle A in 3' 

Topoisomerasi, legata al vettore, che ha T alle estremità, facilita 
incorporazione dell'inserto e ligazione 




Mutagenesi mediante pCR 

Sia mutazione puntiforme, sia inserzione o delezione 




PCR separata di due diversi frammenti, se primer ha estremità 
compatibili complementari, questo permette giunzione dei 
frammenti 



WllllMutagenesi medie 





Primer per PCR, amplifica regione di interesse senza ricorrere a 
clonaggio, selezione, ecc. Ecc. 




In diagnostica: per rivelare presenza di un agente infettivo 




PCR con primer intorno a sequenze satelliti, lunghezza diversa 
nei diversi soggetti 




Negazionista HIV causa AIDS 



